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遺伝子改変マウスを利用した生体内間葉系幹細胞の階層性の理解 
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Determination of stem cell hierarchy/lineage is indispensable for a better understanding and 
augmentation of many aspects of medical sciences, including the mechanisms of tissue development and 
maintenance of tissue homeostasis, as well as disease development. It also has implications in the field of 
tissue regeneration for medical treatments and disease modeling for drug discovery using iPS technology. 
Mesenchymal stem cells are multipotent stem cell that can differentiate into various type of cells including 
osteoblasts, adipocytes, myocytes and chondrocytes. Runt-related transcription factor 2 (Runx2) is an 
essential transcriptional regulator of osteoblast differentiation. Runx2 deficiency in Prx1+-derived cells 
(Runx2prx1−/− mice) resulted in defective intramembranous ossification. Double-positive cells for Prx1-GFP 
and stem cell antigen-1 (Sca1) (Prx1+Sca1+ cells) in the calvaria expressed Runx2 at lower levels and were 
more homogeneous and primitive as compared with Prx1+Sca1− cells. Our results suggest that osteoblast 
differentiation in vivo may begin at the Prx1+Sca1+ MSC stage with sequential progression to Prx1+Sca1− 








（Mesenchymal stem cell, MSC）の存在が確認




存在することが報告されている 1, 2). しかしな
がら, 生体内における詳細な局在や動態, 成
体個体レベルでの役割など, MSC の生理学的











Runx2 は, Cbfb と 2 量体を形成することで
核内に移行し, 種々の遺伝子の転写を活性化
することにより, 間葉系幹細胞から骨芽細胞
への分化過程を制御している 3, 4). しかしなが
ら, Runx2全身性欠損マウスが生後直ちに死亡






た. Runx2 遺伝子の Exon 4 を loxP 配列にて挟
んだ Targeting vector を作製し, それを ES 細胞
である TT2 細胞に遺伝子導入した. 組み換え
をおこした ES 細胞クローンを Southern 
blotting により選別し, 選別した ES 細胞を胚
盤胞にインジェクションし, キメラマウスを
得た. 得られたキメラマウスは, C57BL6/J マ
ウスと交配し , 変異型遺伝子が germline 
transmission したことを確認し, その後 FLP マ
ウスと交配することにより, 薬剤耐性遺伝子
である neo 配列を除いたマウス（Runx2flox/+）
マウスを得た 7).  
現状では, MSC を定義する多数のマーカー
が乱立しており, どのマーカー陽性な MSC が
真に生体内での骨形成に重要であるのかは不
明である. そこでまずは, MSC マーカーとし
て知られる Paired related homeobox 1（Prx1）8, 
9)と Nestin10)に注目した. マウス遺伝学手法を
用いて, Prx1+細胞（Prx1-Cre マウス 8)）, ある
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いは Nestin＋細胞（Nestin-Cre マウス 11)）, そ
れぞれの細胞特異的な Runx2 欠損マウスを作
製 し （ P r x 1 - C r e ; R u n x 2 f l o x / f l o x ,  
Nestin-Cre;Runx2flox/flox）, その骨格標本を解析






て Runx2 が, 骨芽細胞分化過程に重要である
ことが遺伝学的に証明された.  
Prx1+細胞の局在や性質を調べるために , 
Prx1+細胞が GFP にてラベルされる Prx1-GFP
マウス 12)を使用した. 同マウスの頭蓋冠を観
察すると, GFP にてラベルされた Prx1+細胞が
縫合の部位に非常に多く存在することが分か
った. この Prx1+細胞を頭蓋冠から酵素処理に
より単離し , 各種 MSC マーカー（CD29, 
CD49e, CD51, CD61, CD90, CD105, PDGFRα, 







低かった Sca1 に注目し, Prx1+Sca1+細胞と
Prx1+Sca1-細胞とに分けて解析した. その結果, 
Prx1+Sca1+細胞では, ほとんどの MSC マーカ
ーに対する陽性細胞の割合が 100％近くに達
し, Prx1+Sca1-細胞ではそのような傾向は認め
られなかった. つまり Prx1+Sca1+細胞は, 均一
同一な MSC 集団であることが示唆された. 更
に, Prx1+Sca1+細胞と Prx1+Sca1-細胞を, それ
ぞれ Cell Sorter により分取し, 自己複製能の
指標としての Colony forming unit-fibroblasts
（CFU-F）形成率, 多分化能の指標としての骨
芽細胞系列, 脂肪細胞系列への分化実験を実



























従来は, どういった MSC が, 前骨芽細胞や骨
芽細胞となり, 骨形成に関与するのかが分か
っておらず, そのため, Runx2 が骨芽細胞分化
系列のどういった段階で重要であるのかも長
らく不明であった. 既存の複数の MSC マーカ
ーを用いた研究の結果から, その内の 2 つ, 
Prx1 と Sca1 が共陽性な MSC が最も幹細胞性
の高いMSCであり, まず Sca1陰性なり, 次に
Prx1 陰性な Osx 陽性細胞となり, そして成熟
した骨芽細胞となる, という骨形成への分化






報は, 移植再生医療において, MSC のみだけ
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